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Bordetella pertussis je významným lidským patogenem, který kolonizuje tkáně dýchacího 
ústrojí. Patologickým projevem této infekce je závažná a vysoce nakažlivá nemoc nazývaná 
černý kašel. B. pertussis disponuje celou řadou faktorů virulence, mezi které patří pertusový 
toxin, adenylát cyklázový toxin, dermonekrotický toxin, tracheální cytotoxin, adheziny 
a v neposlední řadě sekreční systém typu 3 (T3SS). Komplexní regulaci virulence B. pertussis 
zajišťuje dvousložkový systém signální transdukce BvgAS. 
Faktor virulence T3SS je některými Gram-negativními bakteriemi využíván ke kolonizaci 
hostitele a je zodpovědný za patologické projevy infekce. T3SS hraje roli ve virulenci 
B. bronchiseptica, savčím patogenu blízce příbuzném B. pertussis. Význam T3SS ve virulenci 
B. pertussis však dosud nebyl objasněn. 
V posledních desetiletích byl učiněn významný pokrok v porozumění struktuře, funkci 
a regulaci většiny známých faktorů virulence, není však zatím známo, co způsobuje 
patologické stavy provázející tuto infekcí.  




Bordetella pertussis is a significant human pathogen which colonises a respiratory tract. The 
infection with B. pertussis results in serious and highly contagious disease called pertussis or 
whooping cough. B. pertussis produces wide range of virulence factors such as pertussis 
toxin, adenylate cyclase toxin, dermonecrotic toxin, tracheal cytotoxin, adhesins and type III 
secretion system (T3SS). The BvgAS is two-component signal transduction system that 
provides the complex regulation of B. pertussis virulence. 
The virulence factor T3SS is used by some Gram-negative bacteria to colonise the host and is 
responsible for pathogenesis of the infection. T3SS takes a role in virulence of mammalian 
pathogen B. bronchiseptica, closely related to B. pertussis. The importance of T3SS in 
virulence of B. pertussis remains to be investigated. 
Significant advance in structure, function and regulation of the most of virulence factors have 
been accomplished in last few decades. The causative agents of pathogenesis in that infection 
remain unknown. 
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PRN   pertactin    pertaktin 
PT   pertussis toxin    pertusový toxin 
Rec   receiver domain   přijímací doména 
RTX   repeats in toxin   repetice v toxinu 
T3S   type III secretion   sekrece typu 3 
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Černý neboli dávivý kašel označovaný také jako pertuse je vysoce nakažlivé akutní 
onemocnění dýchacích cest člověka způsobené bakteriemi Bordetella pertussis. Nakažení 
touto závažnou chorobou může v případě neočkovaného dítěte či novorozence způsobovat 
život ohrožující stav, který často končí smrtí. Černý kašel přestal být ve druhé polovině 
20. století považován za vážnou hrozbu díky zavedení účinné vakcíny, což vedlo 
k významnému snížení úmrtnosti. Celosvětově zvýšená úmrtnost zaznamenaná v posledních 
několika desetiletích však opět podněcuje výzkum jejího původce (Skoff et al., 2015). 
B. pertussis disponuje celou řadou nástrojů, které jí umožňují infikovat a kolonizovat tkáně 
dýchacího ústrojí člověka. Porozumění mechanismům, díky kterým je tato bakterie tak 
úspěšným patogenem, je nezbytné ke zvýšení efektivity vakcinace či léčby černého kašle. 
Teprve v nedávné době byl u B. pertussis objeven nový faktor virulence, sekreční systém 
typu 3 (T3SS). Přestože mu dosavadní výzkum nepřisuzuje příliš velkou pozornost a zůstává 
ve stínu lépe prozkoumaných faktorů virulence, není vyloučené, že by T3SS mohl hrát 
významnou roli v patogenezi B. pertussis. 
Tato práce má za cíl shrnout doposud objevené a popsané faktory virulence B. pertussis co do 
jejich struktury, regulace exprese a významu v patogenezi. V tomto kontextu je hlavní důraz 
kladen právě na T3SS. Tato práce má za cíl zhodnotit na základě doposud známých informací 
relevanci dalšího studia T3SS. 
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1 Rod Bordetella 
Rod Bordetella patří do čeledi Alcaligenaceae. Do rodu Bordetella dnes spadá celkem 
šestnáct druhů a několik desítek dalších přírodních izolátů, které se dělí do deseti podskupin 
dle příbuznosti 16S rRNA, z nichž pouze čtyři mají životní cyklus spojený se zvířecím 
hostitelem. Ze všech těchto druhů je běžně vyčleňována podskupina označovaná jako 
„klasické druhy“, kterým je věnována pozornost především z klinických důvodů. Je obecně 
známo, že bakterie rodu Bordetella jsou schopné způsobit ve svém hostiteli infekce dýchacího 
traktu. Hostitelem jsou nejčastěji ptáci a savci včetně člověka (Mattoo and Cherry, 2005). 
Nejnovější výzkumy ukazují, že bakterie rodu Bordetella lze nalézt kromě savců i v dalších 
různorodých ekologických nikách – ve vodě, v půdě, či v rostlinách. Nebyly však zatím 
nalezeny druhy schopné patogeneze žijící pouze mimo zvířecí hostitele. Tyto nepatogenní 
druhy jsou proto považovány za předchůdce patogenních druhů žijících ve zvířecích 
hostitelích. K vývoji patogenních druhů došlo nejpravděpodobněji z druhů žijících v půdě 
a/nebo ve vodě. Celý rod Bordetella pravděpodobně vznikl z předka žijícího v půdě 
(Hamidou Soumana et al., 2017). 
1.1 Klasické druhy Bordetella 
Mezi klasické druhy patří blízce příbuzné B. pertussis, B. bronchiseptica a B. parapertussis. 
Evolučně nejstarší z nich je B. bronchiseptica, z jejíhož předka se pravděpodobně nezávisle 
na sobě později vyvinuly B. pertussis a B. parapertussis (Parkhill et al., 2003). 
B. pertussis je Gram-negativní aerobní kokobacil známý jako původce černého kašle. 
Je striktně lidským patogenem a kromě člověka není znám žádný jiný přirozený rezervoár. 
Na rozdíl od ostatních druhů rodu Bordetella, B. pertussis není schopna aktivního pohybu 
pomocí bičíku a lze ji v laboratorních podmínkách kultivovat na krevním agaru (Bordet-
Gengou agar) i v tekutém médiu (Steiner-Scholte medium). K vědeckým experimentům 
je nejčastěji používán kmen B. pertussis Tohama I vyizolovaný v 50. letech 20. století 
v Japonsku (Kasuga, 1954, cit. dle Fennelly et al., 2008). V dnešní době se však vědci 
potýkají s prokazatelnou adaptací tohoto kmene na laboratorní podmínky v porovnání 
s klinickými izoláty (Fennelly et al., 2008; Gaillard et al., 2011). Genom B. pertussis Tohama 
I je velký 4 086 186 bází a obsahuje 358 pseudogenů, což jsou geny, které díky bodovým 
mutacím či delecím ztratily svou funkci (Parkhill et al., 2003). 
3 
 
B. bronchiseptica má na rozdíl od striktně lidských patogenů B. pertussis a B. parapertussis 
asi o 20 % větší genom bez pseudogenů a kóduje asi o 1 000 genů více, což může souviset 
s její bohatou škálou hostitelů, mezi které patří ptáci a savci včetně člověka. Rozsáhlejší 
genetická výbava B. bronchiseptica může mít také význam v přežití patogenu mimo hostitele. 
Specializace B. pertussis na lidského hostitele může být způsobena buď úplnou ztrátou těchto 
genů, nebo jejich poškozením, resp. inaktivací a následným vznikem pseudogenů (Mattoo and 




2 Faktory virulence Bordetella pertusis 
Faktory virulence jsou látky, které umožňují patogennímu organismu přežívat v hostitelském 
organismu a kolonizovat ho, což může později vést k patologickým změnám 
v kolonizovaných orgánových soustavách a k propuknutí choroby. Zpravidla se jedná 
o toxiny, adheziny, imunosupresory a další.  
Na základě zkušeností s jinými chorobami způsobenými bakteriálními patogeny bylo 
uvažováno, že i černý kašel je způsoben jedním sekretovaným toxinem. Za tento toxin byl 
původně považován pertusový toxin (Pittman, 1984). Od konce 20. století je již známo, že 
černý kašel je způsoben souhrou a kombinací více faktorů virulence, kterými B. pertussis 
disponuje, ať už jde o sekretované toxiny, různé povrchové struktury apod. (Locht et al., 
2001). Ty budou diskutovány v této kapitole především s ohledem na jejich funkci a význam 
v patogenezi s důrazem na dva nejlépe prostudované toxiny – pertusový toxin (PT) a adenylát 
cyklázový toxin (ACT). 
2.1 Toxiny 
2.1.1 Pertusový toxin 
PT je jedním z prvních objevených, a proto i nejlépe prostudovaných, faktorů virulence 
B. pertussis. Od 40. do 70. let minulého století byly popsány tři nejdůležitější faktory 
způsobující změny v hostitelském organismu B. pertussis. Patří mezi ně lymfocytózu 
podporující faktor (LPF) způsobující zvýšené množství leukocytů (zejména lymfocytů) v krvi 
myši po vstříknutí vakcíny připravené z umrtvených buněk B. pertussis (Morse, 1965; Morse 
and Morse, 1976). To bylo později prokázáno i u lidí (Mu et al., 1994). Později byla tomuto 
faktoru přiřazena také schopnost významně měnit koncentraci intracelulárního cyklického 
adenosinmonofosfátu (cAMP) v lidských lymfocytech (Parker and Morse, 1973). Další faktor, 
histamin senzibilizující faktor (HSF), způsobuje u myší infikovaných B. pertussis zvýšenou 
citlivost na histamin (Parfentjev and Goodline, 1948). Posledním faktorem je ostrůvky 
aktivující protein (IAP) způsobující v hostitelském organismu hypoglykémii (Toyota et al., 
1978). Až později byly tyto faktory a jejich vliv na hostitelský organismus shrnuty a byly 
přisouzeny jediné molekule – pertusovému toxinu (Pittman, 1979). Dodnes bylo popsáno 
mnoho dalších vlivů PT na hostitelský organismus včetně modulace imunitního systému 
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během raného stadia infekce (Carbonetti et al., 2003), avšak většina z nich byla pozorována 
pouze na pokusných zvířatech. 
V dnešní době je již dobře popsána struktura a molekulární mechanismus účinku PT na lidský 
organismus. Jedná se o AB5 toxin velký 105 kDa složený z pěti různých podjednotek S1 – S5 
(Obrázek č. 1). Podjednotka S1 tvoří samostatně podjednotku A. Podjednotka B je pentamer 
tvořený dvěma samostatnými dimery S2-S4 a S3-S4, které spojuje podjednotka S5 (Tamura et 
al., 1982). Podjednotky pentameru B jsou spojeny do kruhu v pořadí [S2-S4] – [S3-S4] – S5. 
Podjednotka A je zodpovědná za adenosindifosfát (ADP)-ribosylační katalytické vlastnosti 
PT (Stein et al., 1994a). Podjednotka B je schopna vazby na povrchové struktury buněk, např. 
na N-glykosylované proteiny (Armstrong et al., 1988), na glykolipidy obsahující laktózu 
(Tuomanen et al., 1988) a na většinu glykoproteinů obsahujících kyselinu sialovou, 
resp. N-acetylneuraminovou (Stein et al., 1994b), což vysvětluje schopnost PT vstupovat do 
nejrůznějších typů buněk. 
 
Obrázek č. 1 
PT se skládá ze dvou podjednotek – z podjednotky A (červená) a z podjednotky B (tyrkysová). 
Podjednotka B je kruhový pentamer tvořený dvojicí dimerů S2-S4 a S3-S4 a monomerem S5. 
Obrázek A ukazuje boční pohled na PT, obrázek B zobrazuje pohled na PT zespodu. Převzato 
a upraveno (Locht et al., 2011). 
PT je z buňky sekretován pomocí sekrečního systému typu 4 kódovaného lokusem ptl 
(pertussis toxin liberation) downstream od lokusu ptx (pertussis toxin). Oba lokusy sdílí 
společný promotor v rámci jednoho operonu (Kotob et al., 1995). PT je po endocytóze 
retrográdně dopraven do Golgiho aparátu (GA) a endoplazmatického retikula (ER) (el Baya et 
al., 1997). Podjednotka A následně opouští ER a v cytosolu hostitelské buňky katalyzuje 
ADP-ribosylační reakci, při které je ADP-ribóza původem z nikotinamidadenindinukleotidu 
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(NAD) přenášena na α-podjednotku heterotrimerních G proteinů rodiny Gi (Bokoch et al., 
1983; Katada and Ui, 1982). Tímto způsobem blokuje PT tvorbu cAMP v hostitelské buňce, 
což má za následek již diskutované změny chování napadených buněk (Obrázek č. 2). 
 
Obrázek č. 2 
PT se váže na povrch buňky a je endocytován. Retrográdním transportem se dostává přes GA do ER, 
odkud se volná podjednotka A dostává do cytoplazmy, kde katalyzuje ADP-ribosylační reakci na 
α-podjednotce heterotrimerních G proteinů, které dále nemohou syntetizovat cAMP. Tím je narušena 
komunikace mezi hostitelskou buňkou a buňkami imunitního systému organismu. Převzato a upraveno 
(Melvin et al., 2014). 
2.1.2 Adenylát cyklázový toxin 
ACT je dalším klíčovým faktorem virulence lidského patogenu B. pertussis a dalších 
příbuzných druhů rodu Bordetella napadajících savce (Carbonetti, 2010). Jedná se o 177 kDa 
velký protein skládající se z 1706 aminokyselin kódovaných genem cyaA (Gentile et al., 
1990; Glaser et al., 1988a). ACT je sekretován pomocí sekrečního systému 
typu 1 kódovaného geny cyaBDE v rámci jednoho operonu (Glaser et al., 1988c). Další gen, 
cyaC, leží upstream od zmíněného operonu a je transkribován v opačném směru (Barry et al., 
1991). Produkt tohoto genu slouží k posttranslační modifikaci ACT, konkrétně palmitoylaci 
ε-amino skupiny lysinu v pozici 860 a 983 vedoucí ke správné cytotoxické a hemolytické 
funkci toxinu (Hackett et al., 1994; Masin et al., 2005). ACT je schopen vstupovat do 
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eukaryotických buněk, kde, jak vyplývá z názvu toxinu, působí na hostitelské buňky adenylát 
cyklázovou aktivitou, která byla v souvislosti s B. pertussis poprvé pozorována v živném 
mediu po kultivaci tohoto patogenu (Hewlett and Wolff, 1976).  
ACT patřící do rodiny toxinů RTX (repeats in toxin). Skládá se ze dvou funkčních domén 
(Obrázek č. 3), které plní svou funkci nezávisle na sobě (Sakamoto et al., 1992). První z nich 
je N-koncová invazivní adenylát cyklázová doména (AC) katalyzující přeměnu ATP na 
cAMP uvnitř hostitelských buněk. Druhá doména je C-koncová RTX hemolytická doména, 
která se podílí na tvorbě póru v plazmatické membráně, zajišťuje translokaci AC domény do 
cytosolu hostitelské buňky, vazbu na cílovou buňku a hemolýzu červených krvinek (Ehrmann 
et al., 1991; Iwaki et al., 1995). Obě domény jsou spojeny čtyřmi po sobě jdoucími 
hydrofobními úseky, které se podílí na tvorbě kanálu specifického pro kationty (Benz et al., 
1994; Szabo et al., 1994). Na C-konci proteinu se nachází signální sekvence pro sekreci 
proteinu (Sebo and Ladant, 1993). 
Obě domény potřebují ke své funkci Ca
2+
 ionty. Zatímco AC doména využívá Ca
2+
 ionty 
vázané kalmodulinem běžně dostupným v cytoplazmě hostitelské buňky, RTX doména váže 
volné Ca
2+
 ionty pomocí motivu „GGXG(N/D)DX(L/I/F)X“ (kde „X“ je libovolná 
aminokyselina (aa)). Takový motiv je v RTX doméně asi ve 40 – 45 opakováních, což je, až 
na drobné odchylky, charakteristické pro většinu RTX toxinů (Glaser et al., 1988b; Rose et 
al., 1995). 
 
Obrázek č. 3 
ACT lze rozdělit na N-koncovou AC doménu (1. – 400. aa) a na C-koncovou RTX hemolytickou 
doménu (400. – 1706. aa). Obě koncové domény spojuje hydrofobní úsek tvořící pór 
v cytoplazmatické membráně (500. – 700. aa). Obrázek dále znázorňuje místo pro vazbu kalmodulinu 
v AC doméně, pozici posttranslačně modifikovaných molekul lysinu K860 a K983, pozici asi 
40 repetic vázajících Ca
2+
 ionty v RTX hemolytické doméně (1000. – 1600. aa) a C-koncovou signální 




ACT se, obdobně jako PT, váže na široké spektrum buněk (Obrázek č. 4). Bylo zjištěno, že se 
s vysokou afinitou váže na N-glykosylovaný integrinový receptor αMβ2 (CD11b/CD18), resp. 
receptor komplementu 3 (CR3), který se běžně nachází na povrchu makrofágů, neutrofilů, 
dendritických buněk a přirozených zabíječů neboli NK buněk (Guermonprez et al., 2001). 
K takové interakci dochází pouze v případě, kdy předtím proběhnou již zmíněné acylační 
posttranslační modifikace ACT (El-Azami-El-Idrissi et al., 2003). Po navázání na cílovou 
buňku se hydrofobní segment RTX domény zabuduje do cytoplazmatické membrány a AC 
doména je translokována směrem do cytoplazmy hostitelské buňky, kde po vazbě 
kalmodulinu spouští svou adenylát cyklázovou aktivitu (Glaser et al., 1988b). Nezávisle na 
tom může ACT v membráně oligomerizovat a utvořit již zmiňovaný kanál specifický pro 
kationty (Iwaki et al., 1995; Vojtova-Vodolanova et al., 2009). Detaily tohoto procesu jsou ale 
stále neznámé. Je však zřejmé, že celý proces je umožněn díky existenci negativního 
membránového potenciálu na membráně hostitelské buňky (Otero et al., 1995). 
 
Obrázek č. 4 
ACT se váže na integrinový receptor αMβ2 (CD11b/CD18, resp. CR3), který se běžně nachází na 
povrchu některých buněk imunitního systému člověka. Po navázání na cílovou buňku je RTX doména 
zabudována do cytoplazmatické membrány a AC doména je translokována směrem do cytoplazmy 
hostitelské buňky, kde po vazbě kalmodulinu spouští svou adenylát cyklázovou aktivitu. Nezávisle na 
tom může ACT v membráně oligomerizovat a utvořit kanál specifický pro kationty. Převzato 
a upraveno (Melvin et al., 2014). 
ACT svou činností narušuje funkci imunitního systému v hostitelském organismu (Utsumi et 
al., 1978), a proto je důležitý pro časnou fázi infekce B. pertussis. Mezi funkce ACT patří 
zamezení tvorby produktů oxidačního vzplanutí u neutrofilů a makrofágů (Confer and Eaton, 
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1982), blokace aktivace a chemotaxe T-lymfocytů (Paccani et al., 2008) a znemožnění 
makrofágům fagocytovat dočasnou blokací RhoA GTPázy, což má za následek defosforylaci 
kofilinu a přestavbu aktinového cytoskeletu (Kamanova et al., 2008). 
2.1.3 Dermonekrotický toxin 
Dermonekrotický toxin (DNT), dříve tzv. termolabilní toxin, též zvaný letální toxin, objevili 
v roce 1909 Bordet a Gengou (Bordet and Gengou, 1909; cit. dle Cowell et al., 1979). Název 
toxinu je odvozený od nekrotických lézí, které vznikají po jeho vstříknutí pod kůži pokusného 
zvířete (Cowell et al., 1979). 
DNT je jednoduchý 160,6 kDa velký AB toxin s enzymatickou aktivitou na C-konci.  
(Kashimoto et al., 1999). Svou funkci ztrácí po inkubaci již při 56 °C po dobu 60 minut 
(Zhang and Sekura, 1991). Gen dnt se téměř nezměněný vyskytuje u B. pertussis, 
B. bronchiseptica i B. parapertussis. Na rozdíl od B. bronchiseptica, u B. pertussis nemá 
v myším modelu žádný vliv ani na virulenci, ani na letalitu (Weiss and Goodwin, 1989). 
Přestože je známo, že DNT může v in vitro podmínkách svou transglutaminázovou aktivitou 
spustit Rho GTPázu a ovlivňovat tak cytoskelet hostitelských buněk (Schmidt et al., 1999), 
není dodnes jisté, zda má DNT význam pro virulenci a patogenezi B. pertussis v člověku. 
2.1.4 Tracheální cytotoxin 
Tracheální cytotoxin (TCT) je 921 Da velká molekula odvozená od peptidoglykanu, která 
vzniká během přestavby buněčné stěny B. pertussis (Cookson et al., 1989). V in vitro 
podmínkách lze po kultivaci TCT s buňkami respiračního epitelu křečka pozorovat podobné 
poškození tkáně, které vzniká při infekci B. pertussis u člověka (Goldman et al., 1982). To je 
způsobeno stimulací prozánětlivých cytokinů, především interleukinu (IL) 1, což uvnitř 
hostitelských buněk vede k nadprodukci syntázy oxidu dusnatého a poškození celého 
respiračního epitelu (Flak and Goldman, 1999; Flak et al., 2000; Heiss et al., 1993). 
2.2 Adheziny 
Pro virulenci a patogenezi B. pertussis mají velký význam struktury nacházející se na povrchu 
jejích buněk. Mezi nejdůležitější z nich patří adheziny, struktury sloužící k navázání 
fyzického kontaktu bakteriální buňky s buňkou hostitelskou. V případě B. pertussis se jedná 
především o filamentózní hemaglutinin (FHA), pertaktin (PRN) a fimbrie. Všechny tyto 
struktury umožňují B. pertussis přilnout k různým typům eukaryotických buněk včetně 
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respiračních buněk s řasinkami (Melvin et al., 2014). Zajímavé je, že v případě některých 
klinických izolátů B. pertussis získaných v posledních letech bylo zjištěno, že PRN 
neprodukují. Důvodem může být selekce způsobená používáním vícesložkové pertusové 
vakcíny (acellular pertussis vaccine, aP vakcína), která PRN obsahuje a vyvolává produkci 
protilátek proti PRN v hostitelském organismu (Pawloski et al., 2014). Nezbytnost těchto 
povrchových proteinů pro patogenezi B. pertussis tak zůstává otázkou. 
2.3 Sekreční systém typu 3 
Sekreční systém typu 3 (T3SS) je v poslední době považován za jeden z řady faktorů 
virulence bakterie B. pertussis. Větší pozornost je mu věnována v samostatné kapitole 




3 Regulace virulence B. pertussis pomocí BvgAS 
V roce 1931 Leslie a Gardner pozorovali na základě aglutinace na krevních agarech čtyři 
různé fáze růstu B. pertussis (Leslie and Gardner, 1931). Později, v roce 1960, Lacey popsal 






 (v tomto pořadí), mezi 
kterými může tentýž klon B. pertussis přecházet v závislosti na podmínkách, ve kterých je 
kultivován, resp. ve kterých žije in vivo. Rozdíly kultivace v Laceyho pokusech spočívaly 
především v obsahu iontů různých solí v médiu a v různé teplotě kultivace. Kultura ve fázi 
„C“, resp. Bvg
-
, byla na rozdíl od fáze „X“, resp. Bvg
+
, popsána jako fáze, ve které je bakterie 
neschopná aglutinace a hemolýzy červených krvinek. Fáze „I“, resp. Bvg
i
, byla popsána jako 
stav mezi fázemi „X“ a „C“ (Lacey, 1960). Později byl jednoduchou mutací pomocí 
transpozonu Tn5 vytvořen mutant B. pertussis neschopný produkovat většinu známých 
faktorů virulence, což napovědělo, že je na chromozomu přítomna oblast zajišťující regulaci 
exprese faktorů virulence. Tento lokus, dříve známý jako vir (virulent phase), nese dnes název 
bvg (Bordetella virulence gene) a kóduje dvousložkový systém signální transdukce zvaný 
BvgAS (Weiss et al., 1983).  
V dnešní době je již známo, že BvgAS reguluje stovky genů zodpovědných za produkci 
většiny faktorů virulence včetně T3SS, rozdílnou fyziologii bakterie nebo produkci dalších 
regulačních systémů (Cummings et al., 2006; Yuk et al., 1998). Těmto genům se souhrnně 
říká geny vag (virulence-activated genes). Na lokusu bvg se downstream od genů bvgAS 
nachází gen bvgR kódující 32 kDa velký protein, který způsobuje utlumení aktivity genů, 
které se nepodílejí na virulenci B. pertussis. Jde o tzv. geny vrg (virulence-repressed genes). 
Gen bvgR je aktivován na úrovni transkripce v závislosti na aktivitě genů bvgAS v pozitivním 
smyslu. K transkripci bvgR je nezbytná vazba fosforylovaného BvgA na promotor tohoto 
genu (Merkel et al., 1998; Merkel et al., 2003). 
3.1 Složení BvgAS 
Jak již název napovídá, dvousložkový systém BvgAS se skládá ze dvou proteinů, BvgA 
a BvgS (Obrázek č. 5).  
BvgS (dříve označovaný jako BvgB a BvgC) je 135 kDa velký transmembránový protein. 
Svou N-koncovou částí orientovanou do periplasmatického prostoru dokáže snímat signály 
z okolí (Stibitz and Yang, 1991) pomocí dvou Venus flytrap domén (VFT) VFT1 a VFT2 
12 
 
(Herrou et al., 2010). Nejnovější výzkum ukázal, že pro funkci těchto VFT domén 
a následnou aktivaci systému BvgAS je nezbytný prolin v pozici 319 (Hiramatsu et al., 2017). 
Směrem od N-konce k C-konci následuje doména procházející membránou, dále Per/Arnt/Sim 
doména (PAS), (pozn.: jedná se o proteinový motiv), histidin-kinázová doména (HK), 
přijímací doména (Rec) a nakonec histidin-fosfotransferázová doména (Hpt). 
Cytoplazmatická část BvgS vystupuje jako heterodimer (Dupre et al., 2015; Dupre et al., 
2013; Uhl and Miller, 1994). 
 
Obrázek č. 5 
BvgS prochází C-koncem do periplasmatického prostoru, kde se nachází receptory VFT1 a VFT2. 
V cytosolu se nachází PAS doména, HK doména, Rec doména a Hpt doména. Po aktivaci BvgS 
dochází k autofosforylaci HK domény BvgS a následnému přenosu fosfátu přes Rec a Hpt domény až 
na cytosolický BvgA, který po aktivaci dimerizuje (není znázorněno na obrázku) a funguje jako faktor 
transkripce genů z lokusu vag. (Pozn.: H = histidin, D = aspartát). Převzato a upraveno (Melvin et al., 
2014). 
BvgA je 23 kDa velký protein nacházející se v cytoplazmě B. pertussis. Jeho N-koncová Rec 
doména je schopná vázat fosfát, zatímco C-koncová helix-turn-helix doména (HTH) je 
schopná vázat se na DNA právě pomocí motivu HTH (Arico et al., 1989). Bylo zjištěno, že 
BvgA funguje jako homodimer a bylo též pozorováno, že po přidání MgSO4 do media není 
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detekován dimer BvgA, ale pouze monomer (Perraud et al., 2000; Scarlato et al., 1990). 
Podmínky tvorby dimeru nejsou dodnes přesně objasněny. 
3.2 Mechanismus regulace pomocí BvgAS 
Po vazbě signálu pomocí VFT domén proteinu BvgS v periplasmatickém prostoru dochází 
k postupnému přenosu tohoto signálu do cytosolu (Obrázek č. 5). Nejprve dochází 
k mechanické změně konformace VFT domén, která vyvolá změnu konformace i na PAS 
doméně. Funkcí PAS domény je zachovat signál získaný v periplasmatickém prostoru pomocí 
VFT domén a přenést tento mechanický signál na další domény směrem do cytosolu (Dupre 
et al., 2013). Dále dochází ke změně konformace HK domény, která je poté schopna 
autofosforylace na histidinu v pozici 729. Odtud je γ-fosfát původem z ATP postupně 
přenesen na aspartát v pozici 1023 na Rec doméně a dále na histidin v pozici 1172 na Hpt 
doméně. Nakonec je fosfát přenesen na solubilní BvgA, konkrétně na aspartát v pozici 54 
(Uhl and Miller, 1994, 1996a, b). 
Pokud nedojde k navázání fosfátu na BvgA, HTH doména se nemůže vázat na DNA, protože 
jí v tom stericky brání neaktivní, resp. nefosforylovaná N-koncová Rec doména. Tento 
mechanismus byl původně prokázán u příbuzného proteinu NarL izolovaného z E. coli 
(Baikalov et al., 1996; Zhang et al., 2003). Po aktivaci funguje fosforylovaný BvgA 
(BvgA~P) jako regulační faktor transkripce různých genů, zejména genů zodpovědných za 
virulenci (mimo jiné pozitivně autoreguluje i produkci sebe samého). Váže se na DNA na 
specifickou sekvenci, např. „TTTCCTA“ v případě genu pro FHA (Roy and Falkow, 1991; 
Roy et al., 1989). Sekvence „TTT(C/G)NTA“ (kde N znamená libovolnou bázi) byla později 
ukázána jako optimální sekvence pro vazbu BvgA~P na DNA (Boucher et al., 2001; Deora et 
al., 2001). BvgA~P přímo zprostředkovává vazbu α-podjednotky C-koncové domény RNA 
polymerázy v místě promotoru daného genu (Boucher et al., 2003). 
V závislosti na koncentraci cytosolického BvgA~P jsou s rozdílnou aktivitou přepisovány 
geny ze čtyř různých tříd, které zodpovídají za aktuální fenotyp B. pertussis. Tímto fenotypem 






 (Obrázek č. 6). Přestože jsou dnes známé 
faktory, které systém BvgAS vypínají (např. MgSO4 nebo kyselina nikotinová), není kromě 




Obrázek č. 6 
Po spuštění systému BvgAS pomocí teploty 37 °C dochází k přechodu buněk B. pertussis z fáze Bvg- 
do fáze Bvg
i
. Na molekulární úrovni dochází k současnému umlčení genů vrg a rovněž k aktivaci genů 
vag zodpovědných za virulenci B. pertussis. Geny vag se dělí na časné geny, střední geny a pozdní 
geny. Exprese pozdních genů znamená přechod z fáze Bvg
i
 do fáze Bvg
+
. Převzato a upraveno 
(Decker et al., 2012). 
3.3 Regulace virulence B. pertussis pomocí systému RisAK 
Přestože BvgAS hraje významnou roli v regulaci virulence B. pertussis, bylo prokázáno, že 
není jediným regulačním systémem, ale součástí sítě regulačních systémů, které se vzájemně 
ovlivňují. Dalším takovým analogickým systémem je RisAS, který je kódován lokusem ris 
(regulator of intracellular stress response). Opět se jedná o dvousložkový systém, který hraje 
roli v regulaci exprese genů vrg. Po vzoru systému BvgAS plní protein RisA funkci efektoru 
a protein RisS funkci senzoru. Význam systému RisAS byl pozorován u B. bronchiseptica na 
vlivu oxidativního stresu na přežití uvnitř hostitelských buněk, chemotaxi, resp. tvorbu bičíků, 
nebo na regulaci množství železa v cytosolu. RisAS navíc reguluje mnoho dalších genů, 
jejichž funkce zatím není známa (Jungnitz et al., 1998). 
Na rozdíl od B. bronchiseptica a B. parapertussis nemá RisS u B. pertussis funkci 
membránového senzoru. Gen risS je v B. pertussis považován za pseudogen a funkci RisA 
nahrazuje kináza RisK. Význam regulonu RisA v patogenezi B. pertussis však ještě nebyl 
řádně prozkoumán (Coutte et al., 2016; Stenson et al., 2005).  
Jak již bylo zmíněno, v regulaci exprese genů vrg hrají významnou roli proteiny BvgR 
a RisA. Nejnovější výzkum ukázal vzájemnou souhru v regulaci zajištěné oběma proteiny. Ve 
fázi Bvg
+
 je aktivní protein BvgR, který svou aktivitou přeměňuje cyklický diguanylát 
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(c-di-GMP) na GMP. Pokud je však BvgA neaktivní, fosforylovaný RisA způsobuje po 
navázání c-di-GMP aktivaci genů vrg a současně blokaci některých genů vag, mimo jiné bvgA 
a bvgR, ale i genů týkajících se chemotaxe a tvorby bičíků (Obrázek č. 7). RisA se může 
v závislosti na fosforylaci pomocí RisK a vazby c-di-GMP vyskytovat ve čtyřech různých 
podobách, kdy v každé z nich reguluje jinou skupinu genů (Coutte et al., 2016). 
 
Obrázek č. 7 
Aktivovaný BvgA podporuje expresi genů vag včetně bvgR. BvgR štěpením c-di-GMP brání 
fosforylovanému RisA v aktivaci genů vrg a současně mu brání v blokaci některých genů vag a genů 
týkajících se chemotaxe a tvorby bičíků. Aktivní BvgAS systém je tak nadřazený systému RisAK. 
Převzato a upraveno (Coutte et al., 2016). 
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4 Sekreční systém typu 3 
Sekrece proteinů je jedním z důležitých procesů, který slouží mikroorganismům k transportu 
proteinů z cytoplazmy do vnějšího prostředí, do cytoplazmatické membrány jiné buňky nebo 
do jejího cytosolu. Sekretovány mohou být jak membránové proteiny, tak proteiny 
vykonávající svou funkci mimo buňku. K sekreci proteinů z cytoplazmy bakterií slouží 
specializované sekreční systémy. Dodnes bylo u bakterií popsáno celkem sedm různých typů 
sekrečních systémů. Některé z nich jsou v evoluci pevně konzervovány a lze je nalézt takřka 
v každé bakteriální buňce, jiné jsou naopak vzácné a specializují se na sekreci jen několika 
málo konkrétních proteinů. Sekreční systémy se od sebe liší svou strukturou a mechanismem 
transportu proteinů. Struktura aparátu se odvíjí od stavby buněčné stěny a cytoplazmatické 
membrány bakterie a také od místa určení, kam má být daný protein sekretován. Některé 
sekreční systémy jsou pro bakterie esenciální a zajišťují životně důležité funkce, jiné mohou 
svému nositeli přinášet určitou výhodu, jako např. při symbióze nebo při obsazování dané 
ekologické niky, resp. kolonizaci hostitele v případě patogenních bakterií apod. Patogenní 
mikroorganismy mohou tímto způsobem sekretovat faktory virulence, kterými mohou např. 
navodit změny chování imunitního systému dle aktuálních potřeb. Mezi takovéto sekreční 
systémy patří i sekreční systém typu 3 (T3SS) (Green and Mecsas, 2016). 
4.1 Charakteristika sekrece typu 3 
Sekrece typu 3 (T3S) je jednou z cest, kterou může bakterie sekretovat proteiny ze 
svého cytosolu do vnějšího prostředí. T3S je bakteriemi běžně využívána ve dvou na sobě 
nezávislých procesech.  
Jedním ze zmíněných procesů je výstavba bakteriálního bičíku. Dnes je již obecně známo, že 
bakteriální bičík má dvě základní strukturní části. Jednou z nich je bazální těleso, které 
zajišťuje ukotvení bičíku v membráně, jeho výstavbu a následnou rotaci. V případě Gram-
negativních bakterií je bičík kotven pomocí proteinových disků do vnitřní cytoplazmatické 
membrány (C-disk a MS-disk) a do buněčné stěny (P-disk a L-disk). Všechny tyto disky jsou 
propojeny dutým kanálem, který ústí na povrch bakterie tzv. háčkem. T3SS, který je součástí 
bazálního tělesa, sekretuje molekuly flagelinu, které polymerizují a vytváří druhou základní 
část celé struktury – samotné vlákno bičíku (Obrázek č. 8), (Macnab, 2003). Bylo však 
prokázáno, že pomocí T3SS spojeného se strukturou bičíku může bakterie sekretovat 
i proteiny, které se stavbou bičíku ani jeho funkcí nijak nesouvisí (Young and Young, 2002). 
17 
 
Druhým procesem, během kterého se uplatňuje T3S, je sekrece efektorových proteinů přímo 
do cytosolu eukaryotických buněk v rámci patogeneze či symbiózy některých Gram-
negativních bakterií. T3SS byl v tomto kontextu objeven teprve v 90. letech 20. století. Svou 
strukturou a mechanismem sekrece proteinů se velice podobá T3SS spojeného s mašinérií 
bakteriálního bičíku (Obrázek č. 8). Mezi bakterie využívající T3SS v patogenezi patří rody 
Yersinia, Salmonela, Shigella, Escherichia, Chlamydia, či Pseudomonas, u kterých byl T3SS 
doposud studován nejintenzivněji. T3SS disponují i bakterie rodu Bordetella. T3SS se také 
nachází u bakterií patogenních pro rostliny (Hueck, 1998; Michiels et al., 1991; Salmond and 
Reeves, 1993).  
 
Obrázek č. 8 
Obrázek znázorňuje strukturní podobnost T3SS a bakteriálního bičíku ukotveného v membráně Gram-
negativní bakterie. Převzato a upraveno (Portaliou et al., 2016). 
Souvislost mezi oběma zmíněnými procesy začala být pozorována na přelomu 20. a 21. 
století, kdy byly u některých Gram-negativních patogenních bakterií objeveny geny nutné pro 
sekreci efektorových proteinů do eukaryotických buněk. U těchto genů byla současně 
pozorována příbuznost s geny podílejícími se na výstavbě bakteriálních bičíků (Collazo and 
Galan, 1996; Galan et al., 1992; Michiels et al., 1991). U některých strukturních proteinů 
bazálního tělesa T3SS byly také objeveny homologie se strukturními proteiny ATP syntázy 
(Ibuki et al., 2011; Pallen et al., 2006). 
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Pro přehlednost bude T3SS dále v textu vždy chápán pouze jako faktor virulence Gram-
negativních bakterií, resp. jako molekulární komplex zajišťující sekreci efektorových molekul 
do cytosolu eukaryotických buněk. 
4.2 Původ T3SS v evoluci 
Moderní molekulární fylogenetické analýzy porovnávající příbuznost strukturních proteinů 
T3SS napomohly rozdělit bakterie nesoucí geny pro T3SS do sedmi rodin. Takto získané 
fylogenetické stromy však nekorelují s evoluční příbuzností sekvencí 16S rRNA těchto 
bakterií. Zajímavé je, že fylogenetické stromy získané na základě podobnosti strukturních 
proteinů T3SS jsou stejné nezávisle na tom, který konkrétní protein byl pro analýzu použit. 
Fylogenetické analýzy také nasvědčují, že T3SS je struktura odvozená od T3SS nacházeného 
v bazálním tělese bičíku, a že od oddělení těchto dvou struktur už dále nedošlo k vzájemnému 
ovlivnění jejich vývoje (Gophna et al., 2003; Nguyen et al., 2000). Bylo také prokázáno, že 
jeden bakteriální kmen může nést geny pro více druhů T3SS najednou (Shea et al., 1996). 
Všechny tyto informace nasvědčují, že se geny kódující T3SS vyvinuly jako relativně 
konzervované genetické struktury a jsou předávány mezi mikroorganismy mechanismem 
horizontálního přenosu genetické informace. Tyto geny jsou zpravidla organizovány v rámci 
jednoho lokusu buď na mobilním ostrůvku patogenity na chromozomu, nebo na plazmidu 
(Troisfontaines and Cornelis, 2005). 
U bakterií rodu Bordetella byl nalezen pouze jeden T3SS související s virulencí. Tento T3SS 
se řadí do rodiny Ysc pojmenované podle bakteriálního rodu Yersinia (Gophna et al., 2003).  
4.3 Struktura a výstavba T3SS 
T3SS patří mezi nejsložitější sekreční systémy nacházejících se u bakterií. Jak již bylo 
zmíněno, nachází se u Gram-negativních bakterií a zajišťuje sekreci efektorových proteinů do 
membrány, či cytoplazmy eukaryotické hostitelské buňky. Co do struktury a mechanismu to 
znamená, že celý aparát musí překonat vlastní vnitřní cytoplazmatickou membránu 
a buněčnou stěnu, a navíc musí překonat i cytoplazmatickou membránu cílové buňky. 
K přiblížení struktury významně napomohly snímky celého komplexu T3SS pořízené pomocí 
elektronové mikroskopie (Obrázek č. 9). T3SS je díky svému tvaru i mechanickému principu 
fungování přirovnáván k injekční stříkačce a celá mašinerie proto bývá někdy označována 
jako tzv. injektozom (Kubori et al., 1998; Marlovits et al., 2004). Celý T3SS je velký asi 
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3,5 MDa a lze jej rozdělit na tři hlavní části – transmembránové bazální těleso, tzv. jehlu 
vyčnívající ven z bakteriální buňky a translokon, který vytváří pór v membráně hostitelské 
buňky. Celý tento komplex tvoří jakýsi můstek mezi cytosolem bakterie a cytosolem 
hostitelské buňky. 
Výstavba T3SS (Obrázek č. 10) začíná translokací disků tvořících bazální těleso do vnitřní 
cytoplazmatické membrány a do buněčné stěny. Translokace obou těchto částí probíhá 
nezávisle na sobě, ale ihned po složení v membráně jsou obě části spojeny dohromady 
a utváří stabilní strukturu (Diepold et al., 2010). Bazální těleso T3SS poté neslouží pouze 
k sekreci efektorových proteinů, ale také k sekreci strukturních proteinů tvořících vnější část 
T3SS – jehlu a translokon. Jehla T3SS je rovná, dutá struktura navazující na bazální těleso. 
Vzniká polymerací asi 6 kDa velkého proteinu 
1
SctF (Hoiczyk and Blobel, 2001). Jehla T3SS 
běžně dosahuje délky několika desítek nanometrů. Přestože je mechanismus regulace délky 
dodnes nejasný, bylo prokázáno, že protein SctP pravděpodobně funguje jako tzv. 
molekulární pravítko zajišťující výstavbu jehly T3SS do požadované velikosti. Bylo také 
experimentálně prokázáno, že změna velikosti proteinu SctP ovlivní i velikost jehly T3SS. 
Studie zabývající se velikostí jehly T3SS navíc prokázaly, že zkrácení i prodloužení této části 
T3SS v in vitro podmínkách narušuje virulenci pozorovaného patogenu. Protein SctP patří 
mezi tzv. časné substráty sekretované T3SS a pravděpodobně v okamžiku, kdy jehla T3SS 
dosáhne požadované velikosti, zajišťuje tento protein zahájení sekrece tzv. středních 
substrátů, které se podílejí na výstavbě špičky jehly a translokonu. Po dosažení požadované 
velikosti jehly bývá její špička opatřena proteinem, který zajišťuje prvotní kontakt 
s hostitelskou cytoplazmatickou membránou a neznámým způsobem podněcuje sekreci 
a tvorbu translokonu (Mueller et al., 2005). Translokon je nezbytný k zajištění sekrece 
efektorových proteinů do hostitelské buňky. Skládá se z proteinů SctB a SctE a je vystavován 
skrze T3SS na špičce jehly (Neyt and Cornelis, 1999). Sekrece tzv. pozdních substrátů, tzn. 
samotných efektorových proteinů, následuje ihned po dokončení výstavby translokonu 
(Journet et al., 2003; Kubori et al., 1998; Lefebre and Galan, 2014; Mota et al., 2005).  
 
1
Z důvodu zlepšení orientace mezi homologickými proteiny T3SS napříč bakteriálními druhy 
v posledních letech roste tendence pojmenovávat homologické proteiny jednotnými zkratkami. Pro 
tento účel začala být používána zkratka SctX (secretion and cellular translocation), kde X značí 
libovolné písmeno, popř. číslo označující konkrétní protein. Pro T3SS vyskytující se v bazálním tělese 




Obrázek č. 9 
T3SS vyizolovaný z bakterie Salmonella typhimurium. Snímek pořízený pomocí elektronové 
mikroskopie (Marlovits et al., 2004). 
 
 
Obrázek č. 10 
Výstavba T3SS začíná translokací transmembránových disků do vnitřní cytoplazmatické membrány 
a buněčné stěny nezávisle na sobě. Po spojení obou transmembránových částí je vystavěno celé 
bazální těleso T3SS. Kompletní bazální těleso T3SS poté začíná sekretovat časné substráty, mezi které 
patří protein SctF tvořící jehlu T3SS a protein SctP zodpovědný za velikost jehly T3SS. Po dosažení 
požadované velikosti jehly T3SS jsou sekretovány střední substráty zodpovědné za tvorbu špičky jehly 
a po kontaktu s membránou hostitelské buňky i za tvorbu translokonu. Po vytvoření translokonu jsou 
sekretovány pozdní substráty, resp. efektorové proteiny.  Převzato a upraveno (Galan et al., 2014). 
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4.4 Mechanismus sekrece pomocí T3SS 
Vzhledem k tomu, že šířka jehly T3SS nepřesahuje 30 Å (Marlovits et al., 2004), je zřejmé, že 
proteiny sekretované T3SS nemohou být v nativní konformaci, ale musí být alespoň částečně 
rozbalené. Nedávné výzkumy nasvědčují tomu, že v tomto kontextu hrají v sekreci T3SS 
důležitou roli cytosolické chaperony a ATPáza přítomná v bazálním tělese T3SS. Chaperony 
jsou malé proteiny napomáhající udržet protein určený k sekreci v nesbaleném stavu 
a dopravit ho do příslušného sekrečního systému (Lee and Galan, 2004). V bazálním tělese 
T3SS poté pravděpodobně dochází k předání sekretovaného proteinu do jádra sekrečního 
aparátu (Abrusci et al., 2013; Ibuki et al., 2011; Pallen et al., 2006).  
V otázce signalizace a směřování konkrétních proteinů do T3SS byly společně s chaperony 
pozorovány také N-koncové signální sekvence sekretovaných proteinů. Dodnes však nebyla 
na N-konci efektorových proteinů sekretovaných pomocí T3SS rozpoznána žádná 
jednoznačná homologická sekvence nebo struktura, která by zajišťovala sekreci, nebo podle 
které by bylo dokonce možné předpovídat, zda je daný protein sekretován T3SS, či nikoliv 
(Galan et al., 2014). 
T3SS pro svou funkci vyžaduje zdroj energie. I v tomto tématu však stále zbývá mnoho 
otevřených otázek. Na základě evoluční příbuznosti T3SS s bakteriálním bičíkem bylo 
uvažováno, že by sekrece proteinů pomocí T3SS byla poháněna na principu proteinů MotA 
a MotB, které pohání rotaci bičíku. Tato hypotéza však byla vyvrácena (Wilharm et al., 2004). 
Na druhou stranu byly nalezeny důkazy, že T3SS pro svou funkci vyžaduje energii jak 
v podobě ATP, tak v podobě protonmotivní síly. Předpokládaný model (Obrázek č. 11) 
uvažuje využití energie získané hydrolýzou ATP k uvolnění efektorového proteinu určeného 
k sekreci z komplexu s chaperonem a přenesení v nesbaleném stavu do mašinerie T3SS. 
K samotné translokaci proteinu do cytoplazmy hostitelské buňky pravděpodobně slouží 




Obrázek č. 11 
Efektorový protein je v komplexu s chaperonem dopraven k bazálnímu tělesu T3SS, kde je za 
spotřeby ATP z tohoto komplexu uvolněn a je připraven k sekreci. Samotnou sekreci efektorového 
proteinu skrze T3SS pravděpodobně pohání protonmotivní síla. Převzato a upraveno (Galan, 2008). 
4.5 Význam T3SS v patogenezi B. pertussis 
Přestože doposud nebyly pořízeny snímky T3SS izolovaného z bakterie rodu Bordetella, na 
základě homologií strukturních proteinů s T3SS jiných bakterií lze předpokládat shodný tvar, 
resp. proteinové složení i mechanismus celého komplexu. Výzkumy zaměřené na lokus bsc 
kódující T3SS u B. pertussis předpovídají, že celý sekreční komplex je kódován asi 30 geny, 
mezi které patří jak strukturní geny, tak geny pro chaperony a některé sekretované molekuly. 
U některých otevřených čtecích rámců tohoto lokusu dodnes není známa jejich funkce. Pořadí 
genů na lokusu bsc je však dobře známo (Obrázek č. 12) (Fauconnier et al., 2001). 
 
Obrázek č. 12 
Geny lokusu bsc jsou na schématu barevně rozděleny podle své funkce: bsc – oranžová, bop – modrá, 
bsp22 – fialová, bcr – červená, brpL – zelená, otevřené čtecí rámce neznámé funkce – bílá, 
housekeeping geny – žlutá. Inserční sekvence 481 je vyznačena černě. Šipky naznačují směr 
transkripce genů. Převzato a upraveno (Fauconnier et al., 2001). 
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Jak již bylo zmíněno, řada proteinů souvisejících s T3SS má své sekvenční homology napříč 
bakteriálními druhy nesoucími geny pro T3SS (Tabulka č. 1). T3SS rodu Bordetella je nejvíce 
příbuzný rodu Yersinia, u kterého je T3SS relativně dobře prozkoumaný (Gophna et al., 
2003). 
Nomenklatura proteinů T3SS 
Funkce proteinu 
Bordetella Yersinia Sct 
BopB YopB SctE Tvorba translokonu 
BopN YopN SctW Regulace sekrece 
BscF YscF SctF Struktura jehly 
BscLNO YscLNO SctLNO ATPázový komplex 
– LcrV SctA 
Špička jehly 
Bsp22 – – 
BteA – – Efektorový protein 
Tabulka č. 1 
V tabulce jsou uvedeny některé z významných proteinů T3SS, jejich funkce a název z pohledu 
různých nomenklatur, které si vzájemně odpovídají dle homologií jejich sekvencí aa. Kompletní 
seznamy proteinů T3SS jsou dostupné v příslušné literatuře (Fauconnier et al., 2001; Portaliou et al., 
2016). 
Přestože strukturní proteiny T3SS jsou v evoluci konzervovány, efektorové proteiny se mezi 
druhy bakterií významně liší v závislosti na konkrétních potřebách daného patogenu. 
Efektorové proteiny ani nemusí být součástí lokusu, kde je kódován T3SS. Stejně tak je tomu 
u B. pertussis, kde je doposud jediný známý efektor, BteA, kódován asi 2,5 Mb od lokusu bsc 
(Panina et al., 2005). 
Význam T3SS ve virulenci bakterií rodu Bordetella byl objeven teprve nedávno. V počátku 
výzkumu byl pozorován vliv T3SS na imunitní odpověď hostitelského organismu během 
infekce dýchacího ústrojí myší bakteriemi B. bronchiseptica. Myš infikovaná divokým 
kmenem B. bronchiseptica vykazovala sníženou produkci protilátek proti B. bronchiseptica 
oproti myším infikovaným kmeny B. bronchiseptica neschopným sekrece faktorů T3SS. 
Zároveň byl pozorován význam T3SS v zamezení translokace nukleárního faktoru κB do 
jádra buněk imunitního systému a v navození apoptózy fagocytujících buněk (Legarda et al., 
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2005; Yuk et al., 2000). Potlačení imunitní odpovědi v průběhu infekce je pravděpodobně 
zprostředkováno navozením změny chování antigen prezentujících buněk, které po setkání 
s patogenem a po následné migraci do sekundárních lymfoidních orgánů navozují 
imunosupresivní odpověď organismu na infekci. Celý tento proces doprovází zvýšená hladina 
protizánětlivého IL-10 a snížená produkce interferonu gama aktivujícího makrofágy (Skinner 
et al., 2005). Bylo také prokázáno, že v tomto procesu hraje roli nejen T3SS, ale i ACT 
(Skinner et al., 2004). Sekrece proteinů spojených s T3SS byla již zaznamenána i v případě 
klinických izolátů B. pertussis. Stejně tak byl u B. pertussis pozorován vliv T3SS na potlačení 
imunitní odpovědi během kolonizace tkání dýchacího traktu v myším modelu (Fennelly et al., 
2008). 
Bylo také prokázáno, že exprese proteinů T3SS je závislá na podmínkách, ve kterých je 
B. pertussis kultivována. Pokud je daný kmen B. pertussis tzv. pasážován v in vitro 
podmínkách, T3SS přestává být exprimován. Některé studie však ukazují, že k obnovení 
exprese T3SS stačí kontakt s hostitelskou buňkou. Jako znak používaný pro detekci exprese 
T3SS je používána imunoblotová detekce Bsp22, proteinu sekretovaného T3SS (Gaillard et 
al., 2011). 
4.5.1 Proteiny sekretované T3SS 
B. pertussis a B. bronchiseptica využívají T3SS k sekreci, nicméně doposud bylo pozorováno 
pouze malé množství sekretovaných proteinů. Patří mezi ně proteiny BteA, Bsp22, BopB, 
BopD a BopN. 
BteA, někdy označovaný jako BopC, je 69 kDa velký protein. BteA je doposud jediným 
efektorovým proteinem sekretovaným pomocí T3SS, který byl u bakterií rodu Bordetella 
objeven. BteA ke své funkci vyžaduje chaperon BtcA, díky kterému byl v genomu odhalen. 
Bylo prokázáno, že transkripce bteA je regulována systémem BvgAS. Dále bylo prokázáno, 
že BteA nemá vliv na hemolýzu často spojovanou s T3SS u jiných bakterií, ale má vliv pouze 
na cytotoxicitu v různých typech hostitelských buněk (Kuwae et al., 2006; Panina et al., 
2005). Nedávný výzkum se také zaměřil na 130 aa velkou N-koncovou sekvenci BteA. Bylo 
prokázáno, že tato sekvence zajišťuje ukotvení BteA do lipidických raftů v eukaryotických 
cytoplazmatických membránách. Mimo N-koncovou doménu je BteA pravděpodobně složen 
z dalších dvou domén. Struktura BteA však doposud není známá (French et al., 2009; 
Guttman et al., 2013). Přestože je gen bteA pevně konzervován v genomu B. pertussis, 
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B. bronchiseptica i B. parapertussis, produkce BteA byla pozorována pouze u B. pertussis 
a B. bronchiseptica. Vliv BteA na cytotoxicitu a na snížení schopnosti fagocytózy makrofágů 
byl doposud prokázán pouze u B. bronchiseptica (Guttman et al., 2013; Hegerle et al., 2013). 
Bsp22 je 22 kDa velký protein, který hraje významnou roli v sekreci pomocí T3SS. Přestože 
není efektorovým proteinem, který by vstupoval do hostitelských buněk, je nezbytný ke 
kolonizaci a přežití B. bronchiseptica v tkáních dýchacího ústrojí myší a také k cytotoxické 
a hemolytické aktivitě (Yuk et al., 2000). Funkcí Bsp22 je tvorba filamentózní špičky jehly 
T3SS, která spojuje T3SS s translokonem lokalizovaným v cytoplazmatické membráně 
hostitelské buňky. Tomu nasvědčuje schopnost polymerizace Bsp22 a schopnost vazby Bsp22 
na BopD, který je součástí translokonu. V myším modelu byl v případě B. bronchiseptica také 
pozorován pozitivní účinek protilátek proti Bsp22 po předchozí imunizaci (Medhekar et al., 
2009). Avšak v sérech pacientů prokazatelně nakažených bakteriemi B. pertussis nebyly 
nalezeny specifické protilátky proti Bsp22 (Villarino Romero et al., 2013). 
BopN odpovídá na základě homologií s proteiny T3SS ostatních bakterií nesoucích geny pro 
T3SS strukturnímu a regulačnímu proteinu SctW. Bylo však pozorováno, že BopN 
translokovaný do hostitelských buněk ovlivňuje imunitní systém pomocí IL-10. Dodnes ale 
nebylo prokázáno, že je BopN do hostitelských buněk opravdu pomocí T3SS translokován 
(Fauconnier et al., 2001; Nagamatsu et al., 2009; Portaliou et al., 2016). 
BopB a BopD byly na základě pokusů pozorovány jako proteiny sekretované pomocí T3SS 
zodpovědné za tvorbu translokonu v cytoplazmatické membráně hostitelské buňky a jejich 




Značný nárůst případů infekce a opětovné případy úmrtí způsobené lidským patogenem 
B. pertussis v poslední době vyústily ve zvýšenou intenzitu studia tohoto patogenu. PT a ACT 
jsou dnes relativně dobře prostudované faktory virulence, resp. toxiny B. pertussis, původce 
černého kašle. Výzkum se v této oblasti zabývá molekulárními mechanismy, které mohou 
pomoci rozluštit přesný princip jejich vlivu na hostitelský organismus a zefektivnit boj proti 
tomuto patogenu. 
Srovnatelný pokrok byl v posledních desetiletích zaznamenán také v otázce regulace 
virulence B. pertussis. Zde je hlavní důraz kladen na centrální regulační systém, 
dvousložkový systém signální transdukce BvgAS. Přestože je význam BvgAS naprosto 
zásadní, další výzkum by se měl v tomto směru dle mého názoru zaměřit i na další regulační 
systémy, např. RisAK a sledovat provázanost těchto regulačních systémů. Zároveň by se další 
výzkum mohl zaměřit na mechanismus a faktory, které spouští virulentní fázi Bvg
+
. Dnes je 
za jediný faktor navozující virulentní stav Bvg
+
 považována teplota 37 °C. 
Vzhledem ke krátké době, po kterou je T3SS studován jako faktor virulence B. pertussis, 
zůstává v této problematice mnoho otevřených otázek. Zájem o studium T3SS u lidského 
patogenu B. pertussis je založen především na znalostech získaných u jiných příbuzných 
patogenů, kde hraje T3SS významnou roli v infekci hostitele a patogenezi onemocnění. 
Přestože dosavadní výzkum potvrdil význam T3SS ve virulenci B. bronchiseptica, význam 
T3SS ve virulenci B. pertussis zůstává nejasný. Další výzkum je proto potřeba zaměřit na 
zjištění, zda a jakým způsobem B. pertussis využívá T3SS k infekci svého hostitele, tedy 
člověka. K tomu bude mimo jiné zapotřebí optimalizovat práci s tímto patogenem v in vitro 
podmínkách, jelikož není s jistotou známo, jaké faktory mají vliv na spuštění exprese T3SS 
v B. pertussis. 
Dodnes také není známo, které faktory virulence B. pertussis slouží pouze ke zprostředkování 
infekce a které mají za následek patologické projevy infekce spojené s černým kašlem. I proto 
je potřeba pokračovat v detailním výzkumu mechanismů virulence tohoto patogenu s cílem 
možnosti následného navržení účinné vakcinace či léčby černého kašle. 
Tato bakalářská práce bude sloužit jako podklad pro mou diplomovou práci, která se bude 
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